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© Verfahren und MitteJ zur Bestimmung von Bakterien und somatischen Zeilen in Milch. 



© Die Erfindung betrifft ein Verfahren und Mittel zur Bestimmung von Bakterien und somatischen Zeilen in 
Milch. Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet. dafl man die Milch mit einem Klarungsreagenz und minde- 
stens einem Fluoreszenzfarbstoff behandelt und die fluoreszierenden Partikel durchfluflcytornetrisch Oder mikro- 
skopisch auswertet. 
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Verfahren und MIttel zur Bestimniung von Bakterien und somatischen Zellen in Milch 



Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren und Mittei zur Bestimmung von mikrobiellen und 
somatischen Zellen in- Rohmilchproben, insbesondere ein Verfahren zur simuitanen Messung beider 
Zelltypen ohne aufwendige Vorbehandlung. 

Bei den bekannten Verfahren zur Bestimmung mikrobieller und somatischer Zellen werden diese jeweils 
getrennt in zwei Prozessen bestimmt, wobei die Bestimmung von Bakterien in Rohmiich vorzugsweise nach 
direkten Methoden erfolgt Zu diesen Methoden gehdren die auf mikrobiologischer Grundlage basierenden 
Koioniezahlungen und mikroskopische Verfahren. Beim Verfahren der Mikrokoloniezahlung werden Roh- 
miichproben entweder in oder auf ein Agar-Gel gegeben, inkubiert und die Anzahl sich bildender Makroko- 
lonien gezahlt Die Arizahl der in der Rohmiich enthaltenen Bakterien ist proportional der Anzahl vorgefun- 
dener Makrokolonien. Bei der direkten mikroskopischen manuelien Zahlung wird eine bestimmte Menge 
Rohmiich auf einem Objekttrager ausgestrichen, eintrocknen geiassen und anschlieflend mit einer Farbeio- 
sung angefarbt Die gefarbten Bakterien werden dann manueil gezahlt. Nach einem abgewandelten 
Verfahren wird die Milch mit einer proteoiytischen Enzymlosung vorbehandert, uber ein Hiter abgesaugt 
und die auf dem Filter verbleibenden Bakterien angefarbt; die angefarbten Bakterien werden manueil 
ausgezahit 

Bne Automatisierung der mikroskopischen Zahlung erfolgt nach der sogenannten BACTOSCAN- 
Methode, bei der die Rohmilchprobe zunachst mit einer Lysieriosung versetzt wird. damit Proteinpartikei 
und somatische Zellen zerfalien. Durch Gradientenzentrrfugation zwischen zwei Medien (Sucrose und 
Dextran) werden die Bakterien von den restlichen Bestandteilen der Milch abgetrennt. Die Bakterienlosung 
wird aus der Zentrifuge abgezogen und mit einer proteoiytischen Losung von restlichen Proteinpartikeln 
befreit Die verbleibenden Bakterien werden anschlieflend mit Acridinorange gefarbt En Aliquot der 
Baktierensuspension wird ais sehr dunner Rim auf die Kante einer rotierenden Scheibe aufgebracht. Die 
Bestrahlung des Rims mit Xenon-Licht la/3t die Bakterien rotorange fluoreszieren. Das so erzeugte 
Ruoreszenzlicht wird Qber einen Fotodetektor empfangen und in entsprechende Impulse umgewandeit. die 
gezahlt werden (EP-OS 8826). 

Fur die Zahlung somatischer Zellen in Rohmiich finden vier Verfahren eine breite Anwendung. Dabei 
handelt es sich urn die kiassische mikroskopische Zahlung, die Zahlung nach dem Coulter-Verfahren, die 
Zahlung nach der FossomaticMethode und die Verwendung eines Autoanaiyzers zur Zellzahlung. ' Zur 
mikroskopischen Zahlung somatischer Zellen wird eine definierte Menge Milch auf einen Objekttrager 
gegeben, der Rim wird getrocknet. gefarbt und anschlieflend ausgezahit. Von einer Probe mussen 
mindestens 2 Rime aus gezahlt werden. Nach dem Coulter-Verfahren wird die Probe zunachst mit Formalin 
fixiert erhitzt und mit verschiedenen Losungen zum Fettabbau behandelt Nach entsprechender Verdun- 
nung wird die Probe dem Meflgerat zugeftlhrt und konduktometrisch ausgewertet. 

Das Fossomatic-Verfahren benotigt eine mit Puffer vorverdOnnte und mit Fiuoreszenzfarbstoffen gefarb- 
te Rohmilchprobe, die in feinem Strahl auf eine rotierende Scheibe gespritzt wird, die als Objektebene fur 
ein automatisiertes Ruroreszenzmikroskop dienL Angefarbte Zellen erzeugen Rureszenziicht, das eiektro- 
nisch erfam wird. Die dadurch hervorgerufenen Meflimpulse werden gezahlt und sind ein Mafl fQr die 
Anzahl somatischer Zellen in der Probe. Das im Autoanalyzer verwendete Prinzip basiert auf der indirekten 
Methode der Streulichtmessung. Das in der Milch enthaltene Fett wird chemisch aufgeldst und das 
Streuiicht gemessen, das durch die somatischen Zellen hervorgerufen wird. 

Bei den bekannten Verfahren zur Bestimmung bakterieller und somatischer Zellen ist die Bestimmung 
grundsatziich nur in getrennten Analysen moglich; sie sind kompiiziert und zeitaufwendig. So liegen die 
Ergebnisse beim Koloniezahlverfahren erst nach 48 Stunden vor. Die Bestimmung nach dem Bactoscan- 
Verfahren hat den Nachteii, daB die Milchprobe einer aufwendigen und wenig reproduzierbaren Vorbehand- 
lung unterzogen werden mufl und die Bakterienzahlen im Bereich unterhalb 50000/ml nicht mehr exakt 
bestimmt werden konnen. Die somatischen Zellen mussen in einer getrennten Messung nach dem Couiter- 
oder dem Fossomatic-Verfahren bestimmt werden. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren und Mittei zur gleichzeitigen Bestimmung von 
Baktenen und somatischen Zellen in Milch zur Verfiigung zu stellen. mit dem die oben genannten Nachteile 
der bekannten Verfahren vermieden werden konnen. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung von Bakterien und somatischen Zellen in 
Milch, das dadurch gekennzeichnet Ist, dafl man die Milch mit einem Klarungsreagenz und mindestens 
einem Rureszenzfarbstoff behandelt und die fluoreszierenden Partikel durchfiuflcytometrisch oder mikrosko- 
pisch auswertet. 

Bn weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Mittei zur DurchfOhrung dieses Verfahrens. das ein 
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Klarungsreagenz und ein Farbreagenz enthalt. 

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, da/3 durch eine einfache Vorbehandlung der Milch mit einem 
speziellen Klarungsreagenz und anschlieflender Sichtbarmachung der Bakterien und somatischen Zellen 
durch Farbung mit Fluoreszenzfarbstoffen, beide Zelltypen gleichzeitig bestimmt werden konnen. Das 
Klarungsreagenz bewirkt das seiektive AuflGsen ailer partikularen Bestandteile der Milch, die nicht Zellen 
sind, wie Fett- und Albuminmicellen. Mit dem Farbreagenz werden dann die zellularen Partikel (Bakterien 
und somatische Zelien) angefarbt und Ober Meflsignaie Oder mikroskopisch ausgewertet. Auf diese Weise 
werden Storsignale vermieden und nur die fOr die Bestimmung interessierenden Partikel angefarbt. Das 
Verfahren erlaubt es. auch reiativ kleine Mengen mikrobieiier und somatischer Zellen in der Probe exakt 
auszuzahlen. 

Das erfindungsgemafl© Klarungsreagenz baut die nicht zellularen Partikel der Rohmilchprobe ab. ohne 
die vorhandenen mikrobiellen und somatischen Zelien in ihrer Farbeeigenschaft gegenuber dem Farbstoff 
zu beeintrachtigen. Das Klarungsreagenz enthalt im wesentlichen ein nichtionisches Detergenz, einen 
Aikohol mit bis zu 8 C-Atomen und einen Puffer vom pH-Wert > 10. 

Als nichtionische Detergenzien eignen sich z.B. solche auf der Basis alkoxylierter Fettaikohole. Alkylp- 
henole, Ethylendiamin, Fettsaureamide Oder Fettamine, vorzugsweise Nonylphenolpolyethylenglycolether, 
Decylpolyethylenglycolether, Tridecylpolyethylenglycolether, Pentadecylpoiyethyienglycolether, Talgfett mit 
80 Mol Ethylengiycol. 

Die nichtionischen Detergenzien konnen auch als Mischung eingesetzt werden. Die Konzentration sollte 
im Bereich von 100 bis 700 mg/ml des Klarungsreagenzes liegen, vorzugsweise im Bereich von 250 bis 
450 mg/ml. 

Als Alkohole eignen sich alle mit bis zu 8 C-Atomen, vorzugsweise soiche mit 3 bis 7 C-Atomen wie 
Propanoic. Butanole, Pentanole. Hexanole und Heptanoie, vorzugsweise Pentanole, insbesondere 2-Penta- 
nol. Die Konzentration des eingesetzten Alkohois bzw. Alkoholgemischs sollte im Bereich von 50 bis 500 
mg/ml des Klarungsreagenzes liegen, vorzugsweise im Bereich von 200 bis 300 mg/ml. 

Zur Aufrechterhlatung eines pH-Wertes > 10 erhait das erfindungsgema/le Klarungsreagenz geeignete 
Puffersubstanzen wie Trts-Puffer, Phosphatpuffer, Boratpuffer, CHES-Puffer, CAPS-Puffer bzw. eine Lauge, 
wie Natronlauge, Kaiilauge, primare. sekundare oder tertiare Amine. 

Die Konzentration des Puffers sollte im Bereich von 200 bis 700 mg/ml des Klarungsreagenzes liegen. 
vorzugsweise im Bereich von 350 bis 500 mg/ml. 

Das Farbreagenz nach der Erfindung enthalt mindestens einen Fluoreszenzfarbstoff. Geeignete Farb- 
stoffe sind z.B. Ethidiumbromid. Acridinorange, Propidiumjodid, Dimidiumbromid, Carbocyanine, Thiofiavine 
usw. Vorzugsweise enthalt das Farbreagenz zwei Farbstoffe. Die Konzentration der Farbstoffe im Farbrea- 
genz betragt zweckmafligerweise 1 bis 500 mg/l, vorzugsweise 10 bis 150 mg/l. 

Zur DurchfOhrung des Verfahrens werden das Klarungsreagenz, das Farbreagenz und die zu untersu- 
chende Rohmilch auf eine Temperatur von 40-60 *C gebracht. 500 bis 1000 mi vortemperiertes Klarungs- 
reagenz werden in einem Reaktionsgefafl vorgelegt und unter Ruhren werden 200 bis 600 ui Rohmilch 
hinzupipettiert. Nach kurzer Zeit (einige Sekunden) ist die Losung vollstandig klar; Fett- und Proteinmicellen 
sind aufgefiSst und die in der Rohmilch vorhandenen Zellen durch das Klarungsreagenz in ihrer Membran 
geschadigt Fur niedermolekulare Reagenzien ist die Membran der Zellen nun voilkommen durchlassig. Im 
Anschlufl an diese Vorbehandlung werden 50-200 n\ der Farbstoffiosung hinzugegeben und die vorgescha- 
digten Zellen angefarbt Die Anfarbung erfolgt durch intensives Vermischen von Probe und Reagenz. 
Aiternativ zu diesem Vorgehen kann das Farbreagenz auch direkt dem Klarungsreagenz zugesetzt werden 
und Vorbehandlung und Farbung der in der Milch enthaltenen Partikel in einem Einschrittverfahren 
voraenommen werden. Anstatt difi_einzelnen_Bfisgenzien und die Probe in einem geeigneten Reaktiongefafl 
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Auf diese Weise wurden 40 verschiedene Rohmilchproben mit unterschiedlichem Gehait an bakteriellen 
und somatischen Zellen durchfluflcytometrisch gemessen. Von den gleichen Proben wurde der Gehait an 
Bakterien auch nach dem Plattenguflverfahren und der Gehait an somatischen Zellen nach dem 
Fossomatic-Verfahren ermittelt En Vergleich der Methoden zeigt eine sehr gute Obereinstimmung der 
Ergebnisse. 
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Beispiel 4 

In einem Wasserbad werden ein Klarungsreagenz aus 



3 Teilen 
2 Teilen 
5 Teilen 



Decylpolyethylengiycolether (Lutensol® ON 110), 

Isobutanol, 

Diethylamin 



und Rohmilch auf 30 C temperiert In einem Reagenzrohrchen werden zu 1 ml des Klarungsreagenzes 
unter starkem RQhren 200 nl Milch hinzugegeben. Nach dem Aufklaren der Losung werden 100 ul einer 
Farbstofflosung aus 50 mg/l Thioflavin TON in 50 mM Tris-Puffer zu der Losung hinzugegeben. 

Sofort nach Durchmischen der FlUssigkeiten wird eine Neubauer-Zahlkammer an jeder Seite mit je 
einem Tropfen des Gemisches beschickt Man lafit die Zellen sedimentieren und zahlt dann am Mikroskoo 
die fluoreszierenden Zellen aus. 



25 Beispiel 5 

En Klarungsreagenz aus 
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8 Teilen 
5 Teilen 
8 Teilen 



Decylpolyethylengiycolether (Lutensol® ON 110), 

3-Pentanol, 

Triethyiamin 



wird auf 50 # C temperiert Zu 1 mi dieses Reagenzes werden 300 ul Rohmilch (Raumtemperatur) gegeben 
und kraftig geschuttelt Nach dem Aufklaren der Losung werden 100 ul einer Farbstofflosung aus 



25 mg/l 


Acridinorange in 


50 mM 


Trispuffer (pH 7,5) 



zu der LSsung hinzugegeben. 

Die Ruoreszenzintensitat der ertialtenen LSsung wird In einem Durchfluflcytometer im Emissionsbereich 
> 520 nm erfaflt Man erhilt ein eindimensionales Histogramm, in dem die Bakterien bel niedriger und die 
somatischen Zellen bei hoher Ruoreszenzintensitat erscheinen. Die Summation der relevanten Bereiche in 
dem Pulshohenhistogramm ergibt die Anzahl der Bakterien und somatischen Zellen je ml vermessener 
Ronmilchprobe. 



so 



Anspriiche 



1. Verfahren zur Bestimmung von Bakterien und somatischen Zellen in Milch, dadurch gekennzeichnet 
dafl man die Milch mit einem Klarungsreagenz und mindestens einem Ruoreszenzfarbstoff behandelt und 
die fluoreszierenden Partikel durchfluflcytometrisch oder mikroskopisch auswertet. 

2. Mittel zur DurchfUhrung des Verfahrens nach Anspruch 1, enthaltend ein Klarungsreagenz und ein 

55 Farbreagenz. 

3. Mittel nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dafl das Klarungsreagenz im wesentlichen ein 
nichtiomsches Detergenz. einen Alkohol mit bis zu 8 C-Atomen und einen Puffer vom pH-Wert> 10 enthllt. 
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4. Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Farbreagenz Ethidiumbromid, Acridinoran- 
ge. Propidiumjodid, Dimidiumbromid, ein Carbocyanin und/oder ein Thiofiavin enthalt. 
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Fluoreszenz 



